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@ Cryptates de terres rares, precedes d'obtentlon, Intermediaires de synthese et application a fflre de marqueurs 
fluoresceins. 



@ L'invention conceme des cryptates de terres rares 
constitues d'au moins un sel de terres rare complexe par un 
compose macropolycycllque repondant a Tune des formules 1 
ou II ci-apres dans lesquelles: 
le cycle 




est le macrocycle 



N 2°4 



groupes cycloalkylene en Cs a Ce ou parmi les groupes arylene 
en Ce a Cu, lesdits groupes alkylene ou arylene etant 
eventuellement substitues par des groupes alkyle, aryle ou 
sulfonate ; 

- Z est un groupe fonctionnel susceptible de se Iter de facon 
covalente avec une substance biologique ; 

- R est un groupe methyle ou represente le groupe -Y-Z- ; 

- R' est Thydrogene ou un groupe -COOR" dans lequel R" est 
un groupe aJkyte en Ci a C10 et represente de preference le 
groupe methyle, ethyte ou tertiobutyle ou bien R' est un groupe 
CO-NH-Y-Z. 



est le macrocycle N2O4 . 

le macrocycle N2O3 ou le macrocycle bls-bi-pyridine, 
- Y est un groupe ou un bras d'espacement qui est constitue 
par un radical organique bivalent, choisi parmi les groupes 
alkylene lineaires ou ramifies en C1 a C20, contenant eventuelle- 
ment une ou plusieurs doubles liaisons et/ou etant eventuelle- 
ment tnterrompus par un ou plusieurs heteroatomes, tels que 
l*oxygene, I'azote, le soufre ou le phosphore ou parmi les 
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Description 

Cryptates d terres rares , procedes d'obt ntion, intermedlalres d synthese et application a titre d 

marqueurs fiuorescents. 

La presente invention, qui resulte des travaux effectues en collaboration avec le Professeur J. M. LEHN et 
5 son equipe de recherche de I'universite Louis Past ur de Strasbourg, concerne le domaine de la fluorescence 
et plus particuli'rement une nouv lie famille de complex s macropolycycliques de terres rares ou cryptates 
de terres rares, qui conviennent comma marqueurs fiuorescents, notamment dans les dosages 
immunologiques. 

Dans la demande de brevet FR 84 14 799 sont decrits des complexes macropolycycliques de terres rares 
10 qui sont constitute d'au moins un sel de terre rare complexe par un compose macropotycyclique de formule 
generate : 
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dans laquelle Z est un atome ayant 3 ou 4 valences, R est rien ou represente Thydrogene, le groupe hydroxy, 
un groupe amino ou un radical hydrocarbon^, les radicaux bivalents sont ®, ® et © sont independamment 
l'un de Tautre des chaTnes hydrocarbonees qui contiennent eventuellement un ou plusieurs heteroatomes et 
sont eventuellement interrompues par un heteromacrocycle, au moins Tun des radicaux ®, ® et © 
comportant de plus au moins un motif moleculaire ou etant essentiellement constrtue par un motif moleculaire, 
ledit motif moleculaire possedant une energie de triplet superieure a celle du niveau emissrf de I'ion de terre 
rare complexe. 

Ces cryptates conviennent notamment a titre de marqueurs de produits biologiques dans les methodes de 
detection et de determination immunologique par fluorescence. 

Lorsque ces cryptates de terres rares sont utilises pour marquer specrfiquement des molecules biologiques 
a I'aide d'une liaison covaiente, ils peuvent etre substitues sur l'un ou plusieurs de leurs motifs moleculaires 
constitutifs par un ou plusieurs substituants suffisamment accessibles et possedant un ou plusieurs motifs 
moleculaires permettant le couplage covalent avec la molecule biologique dans des conditions operatoires 
compatibles avec sa reactivite biologique. 

Parmi ces motifs moleculaires, on peut citer, a titre d'exemples non limitatifs, les radicaux aikylamino, 
arylamino, isothiocyano, cyano, Isocyano, thiocyano, carboxyle, hydroxyle, mercapto, phenol, imidazole, 
aldehyde, epoxyde, halog6nure, thionyle, sulfonyle, nitrobenzoyle, carbonyle, triazo, succinimido, anhydride, 
halogenoacetate, hydrazine dihalogenotriazinyle, etc. (Biol. Chem. 245, 3059 (1970)). La longueur du bras liant 
le cryptate a la molecule d'interet biologique peut varier par exemple de 1 a 20 atomes et contenir des atomes 
de carbone mais aussi des heteroatomes tels que N, O, S, P. 

On a maintenant trouve deux families de cryptates de terres rares fonctionnalises qui peuvent etre utilises 
comme marqueurs fiuorescents de molecules biologiques. 

L'invention concerne egalement les precedes pour Tobtention de ces cryptates ainsi que les composes 
intermediaires de synthese. 

Enfin, elle concerne aussi Tapplication de ces cryptates de terres rares comme marqueurs fiuorescents de 
substances biologiques. 

Les cryptates de terres rares fonctionnalises selon la presente invention sont constitues d'au moins un seJ 
de terre rare complexe par un compose macropolycyclique repondant a l*une des fomriules I ou II ci-apres : 
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Z-Y-NH-OC 




CO-NH-Y-Z 



10 



15 



R-O, 




-Y-Z 



dans lesquels : 

- le cycle de formuie 



II 
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45 



est Tun des cycles suivants : 
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1) 



/ V V \ n = 0 ou 1 

N~ macrocycLe tM^^ ou cycle (22) 



macrocycLe £N 2 °3^ ou c y cle (21) 
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macrocycle bis-bi pyridine 



20 

- Y est un groupe ou un bras d'espacement qui est constitue par un radical organique bivalent choisi parmi 
les groupes afkyiene lineaires ou ramifiees en C\ a 020, contenant eventuellement une ou plusieurs doubles 
liaisons et/ou etant eventuellement interrompus par un ou plusieurs heteroatomes, tels que I'oxygene, I'azote, 

25 le soufre ou le phosphore, parmi les groupes cycloalkylene en Cs-Cb ou parmi les groupes arylene en C6 a Ci 4, 
lesdits groupes alkylene, cycloalkylene ou arylene etant eventuellement substrtues par des groupes alkyle, 
aryle ou sulfonate. 

- Z est un groupe fonctionnel susceptible de se tier de facon covalente avec une substance biotogique ; 

- R est un groupe methyle ou represente le groupe -Y-Z ; 

30 - R' est I'hydrogene ou un groupe -COOR" dans lequel R" est un groupe alkyle en Ci a Cio et represente de 
preference le groupe methyle, ethyle ou tertiobutyle ou blen R' est un groupe-CO-NH-Y-Z. 

Dans la presente description, on designe par "groupe fonctionnel susceptible de se lier de facon covalente 
avec une substance biologique" tout groupe fonctionnel capable de se tier par liaison covalente, directement 
ou apres activation, avec au moins Tune des fonctions naturellement presentes ou arttficiellement introduces 

35 sur ladite substance biologique. De telles fonctions sont notamment les fonctions NH2, COOH, SH ou OH. De 
tels groupes ainsi que les precedes d'activation sont decrits en detail par P. TUSSEN dans "Practice and 
Theory of Enzyme immunossays 1 ' Elsevier 1985,document incorpore dans la presente description a titre de 
reference. 

A titre d'exemples de groupes fonctionnels appropries aux fins de invention, on peut ctter notamment les 
40 groupes amino, thio, cyano, isocyano, isothiocyano, thiocyano, carboxyte, hydroxyle, maleimido, succinimido, 
mercapto, ph§nol, imidazole, aldehyde, epoxyde, halog6nure, thionyle, sutfonyle, nitrobenzoyle, carbonyl, 
triazo, anhydride, halogenoacetate, hydrazino, acridine etc. 

Les groupes partlculierement preferes sont les groupes amino, thio et carboxy qui doivent etre actives 
avant le couplage covalent avec la substance biologique ainsi que les groupes maleimido, succinimido et 
45 isothiocyanate, lesquels peuvent se lier directement avec la substance biologique. 

D'une maniere generale, les cryptates selon IMnvention peuvent etre obtenus sort : 

- par condensation du cycle 

- /®\ 

HN NH 

55 



avec une dihalogenomethyl-6,6', bipyridine-2,2 1 , disubstituee en 4,4', substitution uHerieure par le groupe 
-NH-Y-Z ou le groupe -Y-Z et complexation du compose macropolycyclique obtenue par un sel de terre rare, 
60 ou 

- par condensation d'une molecule de diaminomethyJ-6,6' bipyridine 2?* disubstituee en 4,4', avec deux 
molecules de dihalogenomethyl-6,6' bipyridine 2? disubstitue en 4,4', substitution ulterieure par le groupe 
-NH-Y-Z ou le groupe -Y-Z et complexation du compose macropolycyclique obtenu par un sel de terre rare. 
On notera que dans I s proced6s ci-dessus, la complexation par un sel de terre rare peut avoir lieu avant 
65 Tetape de substitution. Cette complexation est realisee de preference avant I'etape de substitution. 
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Les differents precedes d'obtention des cryptates selon ^invention vont etre maintenant decrits en detail. 
PROCEDE A : 

5 
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ou X est un groupe halogeno et Ri est un groupe alkyle ayant de 1 a 10 atomes de carbone et represente de 
preference le groupe methyle, ethyle ou tertiobutyte. 

Selon ce procede, on condense le derive halogene de bipyridine 1[ avec le macrocycle 2. 

Cette reaction est avantageusement realisee dans un solvant organique anhydre, tel que par exemple 
racetonitrile, en presence d'une base, telle qu'un carbonate d'ion alcalin, par exemple le carbonate de sodium 45 
ou le carbonate de lithium a la temperature de reflux du solvant. Le macrobtcycle 3 obtenu est alors sous la 
forme d'un cryptate de I'ion alcalin utilise par exemple sous la forme d*un cryptate de sodium. 

On procede ensuite a Taminotyse du compose macrobicyclique 3 par reaction de celui-ci avec une amine de 
formule H2N-Y-Z dans laquelle les groupes Y et Z sont tels que definis precedemment, le groupe fonctionnel Z 
ayant ete eventuellement bloque par des moyens classiques. On opere avantageusement sous atmosphere 50 
d'azote et a la temperature ambiante. Lorsque la reaction est terminee, I'exces d'amine est eliminee par des 
moyens appropries et le cryptate de formule 4 est recupere selon des moyens classiques. 

Le compose ainsi obtenu est ensuite transtorme en un cryptate de terre rare par echange dlons en 
chauffant au reflux une solution du cryptate d'ion alcalin du macrobicycle 4 dans du methanol, en presence 
eventuellement de chloroforme, avec une solution d'un halogenure de terre rare dans du methanol. 55 

Comme indique precedemment. le cryptate d'ion alcalin 3 peut etre, prealablement a l'aminolyse, 
transforme en un cryptate de terre rare par echange d'ions selon le mode operatoire decrit ci-dessus. 

Le compose macrobicyclique 3 est un intermediaire-cle pour la synthese des cryptates de Tinvention. Get 
intermediate peut se presenter sous la forme d'un cryptate d'ion alcalin ou d'un cryptate de terre rare. II 
constitue un autre objet de Tinvention. Les intermediates particulterement preferes aux tins de ('invention sont 60 
les composes de formule 3 dans lesquets R1 est le groupe CH3, C2H5 ou t-C4H9. 

Selon une variante de mise en oeuvre de ce procede, le cryptate d'ion alcalin peut etre decomplexe en 
transformant d'abord celul-ci en le cryptate d'argent correspondant par action d'un exces de nitrate d'argent, 
puis en traitant ce dernier par H2S [H Ivetica Chimica Acta, vol. 67 (1984) 2264-2269]. On obtient alors le 
compose macropolycyclique 3 sous la forme du cryptand libre qui constitue egalement un intermediaire de 65 
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synthdse, lequel peut etre ensuite complexe, par des moyens classiques en un cryptate de terre rare. 

On notera que les cryptates de formules (I) ou (II) dans lesqueiles Z est autre qu'un groupe amino peuvent 
etre btenus a partir des cryptates de formules (I) ou (II) dans lesqueiles Z est le groupe amino par des 
proc'des classiques bien connus de Phomm de Tart. 



PROCEDE B 
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Selon ce procede, on condense deux molecules du derive halogene 6 avec une molecule du derive amine 5. 
On opere avantag usement dans les m§mes conditions que dans la premiere etape du procede A, c* st-a-dire 
que Ton r6alise cette condensation dans un solvant organique anhydre, tel que I'acetonitrile en presence 
d'un base telle qu'un carbonate d'ion alcalin, par exemple I carbonate de sodium ou le carbonate de lithium. 
5 On oper a la temperature de reflux du solvant. On obtient le compose macropotycyclique 7 qui est un 
intermediaire-cle pour la synthese des cryptates selon Tinvention et fait partie egalement du cadre de 
^invention. Ce complexe macropolycycliqu est sous la forme d'un cryptate d'ion alcalin qui est 
avantageusement transforme n un cryptate de terr rar avant Taminolyse seion le mode operatoir defini 
precedemment Comme pour te procede A, le cryptat d'ion aicaJin 7 peut etre, selon une variants de mise en 
10 oeuvre, decomplexe pour obtenir le compose macropotycyclique 7 correspondant ou cryptand iibre, lequel est 
ensuite recomptexe en un cryptate de terre rare. 

On procede ensuite a I'aminolyse du compose 7 selon le mode operatoire defini precedemment et on 
obtient le complexe macropolycyclique 8, c'est-a-dire un cryptate selon I'invention de formule I dans laquelle 

15 ^ 



est le macrocycle bisbipyrkline, Y, Z et R' sont tels que definis precedemment. 
25 Le derive amine 5 utilise comme produit de depart dans le procede B est obtenu a partir du derive halogenfe 
1^ par transformation de celui-ci en le compose azido correspondant par reaction avec NaN3 au reflux dans un 
solvant organique, tel que le tetrahydrofuranne, puis reduction du compost azido ainsi obtenu en pr6sence 
d'un catatyseur de reduction, tet que le palladium sur charbon sous atmosphere d'hydrogene a la temperature 
ambtante. 

30 

PROCEDE C : 
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10 Njk" h 



Selon ce mode operatoire, le derive halogen6 de bipyridine convenablement substitue 9 est d f abord 
condense avec le macrocycle 2. Cette reaction est avantageusement realisee dans un solvant organique 
anhydre, tel que par exemple I'acetonitrile, en presence d'une base telle qu'un carbonate d'ion alcalin, par 
exemple le carbonate de sodium ou le carbonate de lithium. On obtient alors le compose macropolycyclique 
10 sous la forme d'un cryptate d'ion alcalin. On opere de preference a la temperature de reflux du solvant. 
~On procede ensuite a la substitution du compose macropolycyclique 10 en faisant reagir ce compose 10 
avec un halogenure de formule XYZ, Zet Y etant tels que definis precedemment et X etant un ion halogenure. 

Lorsque Z est un groupe cyano, celui-ci peut etre transforme en un groupe amino par reduction a I'aide 
d'agents classiques de reduction. 

Le compose V[ obtenu est ensuite transforme en un cryptate de terre rare par echange d*ions, par exemple 
selon le mode operatoire d§ftni precedemment. Avantageusement, on dissout un halogenure de terre rare 
dans du methanol et on y ajoute une solution du cryptate de Hon aicafln dans du methanol avec un faible 
volume de chloroforme si necessaire. On chauffe le melange au reflux sous atmosphere inerte et on suit la 
disparition du cryptate de Hon alcalin par chromatographic sur couche mince. 

Selon une variante de mise en oeuvre, le cryptate d f ion alcalin peut §tre decomplexe selon le mode 
operatoire defini precedemment (voir procede A) et transforme en le cryptate de terre rare souhaite. 

Lorsque la reaction est terminee, le cryptate de terre rare est isole du milieu reactionnel selon des precedes 
classiques. II se presente sous la forme d*un solide cristallin. 

Le derive halogene de bipyridine 9 mis en oeuvre dans le mode operatoire ci-dessus peut etre obtenu selon 
le procede represente par le schema reactionnel ci-apres : 
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Le dimethyl-6.6' di(p-methoxyphenyI)-4,4' bipyridine-2,2' de formule 12 peut §tre btenu a partir du 
di(p-m6thoxyphenyl)-1,6 hexadiene-1,5 dione-3,4 selon la methode de Krohnk decrit dans SYNTHESIS 
(1976), 1. 

Le compose 13 est obtenu par reaction du compose 12 avec de i'acide m-chloroperbenzoTque dans un 



Le derive 14 est ensutte prepare par chauffag au reflux d'une suspension du compose 13 dans de 
I'anhydride antique. 

Par chauffage au reflux d'une solution du compose 14 avec un acide halogenohydrlque en solution acetique, 
on obtient le compose 9 dans lequel R2 est H ou CH3, au molns Tun des radicaux R2 etant Phydrogene. 

Le compose de formule 9 est un intermediaire-cle pour I'obtention des composes de Pinvention et constftue 10 
un autre objet de ('invention. 

Les composes selon ('invention qui sont des cryptates stables de terres rares sont solubles dans I'eau et 
certains solvants organiques tels que le methanol ou le DMSO. 

Les composes de invention sont utiles comme marqueurs fluorescents des produits biologiques et 
conviennent done comme reactifs de dosage dans les methodes de detection et de determination 15 
immunologique par fluorescence, aussi bien dans les dosages dits par competition que ceux dits par exces, 

L'invention va etre maintenant decrite plus en detail dans les exempies tllustratifs ci-apres. 

EXEMPLE 1 -Cryptate de terre rare de [(22)(p-OCH 3 D-OCH2CH2NH2 diPhbpy)] 
Formule II : R — CH3, Y = CH2CH2, 2 = NH 2 , 20 



est le macrocycle (22) (precede C). 

A - Dimethyl-6,6' di(p-methoxyphenyl)-4,4' bipyridine-2 t 2 / (compose 12) 

Un melange de di(p-methoxyphenyl)-1,6 hexadiene-1,5 dione-3,4 (3,07 g, 9,5 mmol) prepare suivant la 
methode de Krohnke Synthesis (1976), 1, de chlorure de pyridinium-1 propane one-2 (3,27 g, 19,1 mmol) 35 
obtenu en melangeant des quantites equimofaires de pyridine et de chtoro-1 acetone et d'acetate 
d ammonium (19 g) dans 95,5 ml de CH3OH est chauffe a reflux 38 h sous azote. Apres retour du melange 
reactionnel a la temperature ambiante, le precipite de couleur creme form§ est filtre et lave au CH3OH. Le 
produit brut est utilise sans purification supplemental. II peut etre cristaliise dans CH2Cl2/hexane. 
Rendement : 70 % 40 
C.C.M. : Rf - 0,5 (silice, CH2CI2/CH3OH. 95/5) 

S.M. 396 (M*), 381 (M + -CH 3 ). 365 (M+-2CH3), 353 (M+-CH3 -CO), 338 (M+-2CH3-CO). 198 (MV2). 

B-Di (N-oxydeH.V dimethyl-6,6' di(r>HTiethoxyphenyl)-4,4' bipyridlne"2 t 2 f (Compose 13) 

A une solution de 12 (3,45 g, 8,7 mmol) dans 800 ml de CHCI3, on additionne goutte a goutte, a 0°C, une 45 
solution d'acide m-chloroperbenzoTque (6 g, 34,8 mmol) dans 360 ml de CHCI3. On laisse une nuit sous 
agitation a temperature ambiante. Le melange est alors lave avec une solution saturee de NaHC0 3 jusqu'a un 
pH alcalin. La phase organique est separee et concentrfee. L'ajout d'hexane provoque la precipitation du 
compose. Le precipite est filtre puis redissous dans un melange CH2CI2/CH3OH (90/10) et lave avec une 
solution de soude 2N. La phase organique, qui contient le compose 13, est separee et le solvant evapore. Par 50 
ailleurs, le filtrat provenant de la precipitation est egalement lave avec la solution de soude 2N, puis concentre 
et chromatography sur une colonne d'alumine avec CH2CI2 comme eluant. 
Rendement ; BO Wo F > 250° C 
C.C.M : R f = 0,5 (alumine, CH2CI2/CH3OH, 95/5) 

S.M. : 429 (MH*), 411 (M + -H 2 0). 55 

C - Diacetoxymethyl-6,6' di(p-methoxyphenyl)-4 t 4 / bipyridine-2^ (compose 14) 

Une suspension de 13 (1,21 g, 2,82 mmol) dans 18 ml d'anhydride acetique est chauffee a reflux 1 h 30. La 
solution obtenue est concentree. On ajoute 5 ml de H2O et 20 ml de CH2CI2 au residu pateux et on basffie le 
milieu avec une solution aqueuse saturee de NaHC0 3 . La phase organique est separee, la phase aqueuse est 60 
extraite deux fois avec 30 ml de CH2CI2. La phase organique resultante est sechee sur Na2S04 et le solvant 
evapore. Le produit brut est chromatographic sur une colonne d'alumine avec CH2C12 comme eluant 
Rendement : 90 0/0 F = 140-141 G C 
C.C.M. : Rt = 0,9 (alumine, CH2CI2/CH3OH , 95/5) 

S.M. : 513 (MH + ), 469 (M + -C(0)CH 3 ), 453 (WT-CHsCOOH). 256 (M + /2). 65 



solvant organique, tel que le chloroforme. 
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D - Dibromomethyl-6 1 6 , di(p-methoxyphenylH,4' bipyridine^ (compose 9a : R 2 = CH 3 ) 

5 dibromomethyl-6,6' (p-methoxvphenyl-4, p-hydroxyphenyl-4') bipvridine^ (compose 9b : run des radicaux 
R 2 = H, I'autr e est CH3). 

Une solution de 14 (0,31 g, 0,60 mmol) dans 5 ml de HBr/AcOH 33 <Vo est chauffee a reflux 12 a 13 h. On 

ajout 20 mid H 2 0~ t GO ml de CHCI3 a la solution a t mperature ambiante. On lave avec un solution saturee 

de NaHC03 jusqu'a la neutralisation. La phase organique est separee et la phase aqueuse extraite avec deux 
10 fois 20 ml de CH2CI2. Le solvant est evapore de la phase organique resultante et le residu chromatographie sur 

une colonne d'alumine avec CH 2 Cl2, puis CH2CI2/CH3OH (95/5) comme eluant 

Compose 9a ; R2 = CH3 ; 

Rendement : 16 <Vb 

Decomposition : 210-215°C 
15 C.C.M. : Rr > 0,9 (alumine, CH2CH2/CH3OH, 95/5) 

S.M. : 556,555,553 (MH*), 556,554,552 (M+), 475,473 (M*-Br), 394 (M+-2Br) 

Compose 9b ; Tun des R2 = H ; 

Rendement : 35 Qfo 

C.C.M. R f 0,4 (alumine, CH 2 Cl2/CH 3 OH, 95/5) 
20 S.M. : 542,540.538 (M*), 461,459 (M + -Br), 380 (M+-2Br); 

E- Crypt ate de sodium de [(22)(p-QCH 3 p-OH diPhbpy)] (compose 10) 

" Un melange du macrocycle (22) (0,262 g, 1 mmol) et de Na2C0 3 (1,05 g, 10 mmol) dans 600 ml de CH3CN 
anhydre est chauffe a reflux 30 min sous azote. On y ajoute alors une suspension du compose 9b (0,54 g, 1 
25 mmol) dans 450 ml de CH3CN anhydre. Le melange est chauffe 20 ha reflux sous azote. La solution obtenue 
est filtree a chaud et le solvant evapore. Le produit brut est chromatographie sur alumine avec CH 2 CI 2 /CH30H 
(95/5) comme eluant. 
Rendement : 60-65 <tt> 

C.C.M. : Rt = 0,6 (alumine, CH2CI2/CH30H, 90/10) 
30 S.M. : 663 (M*), 640 (M*-Na), 625 (M + -Na-CH 3 ), 609 (M + -Na-OCH 3 ), 595 (MMte-OCHs-OH). 

F- Cryptate de sodium de [(22)(p-OCH 3 p-OCH 2 CN diPhbpy)] (compose 11a) : Z = CN ; Y = CH 2 ; 
R = CH 3 . 

A une solution de cryptate de sodium du compose 10 (0,042 g, 0,066 mmol) dans un volume minimum de 
35 CH3CN on ajoute un exces de NaH (en poudre) sous azote. On chauffe a reflux sous azote pendant 1 h. La 
solution est ramenee a temperature ambiante, avant I'addition de bromoacetonitrile (1,2 equivalent). Le 
melange est agite a temperature ambiante, sous azote, toute la nuit On ajoute 20 ml de H z O et 10 ml de 
CH2CI2 On neutralise le milieu par une solution saturee de NaHC0 3 . La phase organique est separee et la 
phase aqueuse extraite deux fois avec 20 ml de CH2CI2. La phase organique resultante est sechee sur 
40 Na 2 S04, puis les solvants sont evapores. Le produit brut est chromatographie sur une colonne d'alumine avec 
CH2CI2/CH3OH (96/4) comme eluant 
Rendement : 75 °fo 

C.C.M. Rt = 0,5 (tache bleu-violet), (alumine, CH 2 CI 2 /CH 3 OH, 92,5/7,5) 

S.M. : 702 (M + ), 679 (M*-Na), 663 (M*-Na-H-CH ), 654 (MH^-Na-CN), 640 (MH^-Na-CH 2 CN). 

45 

G- Cryptate de sodium de [(22)(p-OCH 3 p-OCH 2 CH 2 NH 2 diPhbpy)] (compose 11b : Z = NH 2 ; 
Y = -CH2~CH 2 ) " R = CH 3 ) 

A une suspension du 11a (0,078 g, 0,1 mmol) dans 8 ml de THF anhydre, on ajoute 2 ml de B 2 H 6 (1M dans 
THF) et 5 ml de THF supplemental. On laisse sous agitation et a temperature ambiante pendant une nuit. On 
50 ajoute 10 ml de CH3OH et on agite 20 a 30 min. On evapore les solvants. On ajoute au residu 2) ml d'un 
melange H 2 0/HCi concentre (1/1). On observe un precipite jaune et un engagement gazeux La dissolution a 
lieu peu a peu. On evapore les solvants et on traite le residu obtenu par une solution aqueuse de NaOH (6N). 
L'amine lib est extraite par 25 ml de CHsjCfe. Rendement quantitatif . La formation du compose est mise en 
evidence par 1 H-RMN. 

55 

H - Reaction de complexation : Echange du sodium par un ion Lny (Eu, Tb) 

On dissout LnCI 3 jcH 2 0 (0,1 mmol) dans 25 ml de CH3OH, et on y ajoute une solution de cryptate de sodium 
obtenu precedemment (0,06 mmol) dans 4-8 ml de CHCI3 (volume minimum). On chauffe le melange a reflux 
sous atmosphere tfazote (6 heures a 4 jours seton le cryptate de sodium considere). On suit la disparition du 

60 cryptate de sodium par C.C.M.(alumine, CH 2 Cl2/CH30H f 90/10). Lorsque la reaction est terminee, on filtre le 
melange reactionnel si necessaire et en evapore les solvants. On redissout le residu dans 15-20 ml de CH3OH 
et on ajoute de I'ether jusqu'a persistance d'un trouble (5 ml a 25-30 ml). Le cryptate de terre rare forme 
cristallise ou precipite tres rapidement ou aprds plusieurs heures selon la nature du cryptate. La formation du 
cryptat est mise n evid nee par 1 H-RMN et spectroscopie U.V. visible. 

65 Ensuivantcemodeoperat ire, on a obtenu respectivem nt le cryptate d'europium tl cryptat de terbium 
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de formule 11, lesqu Is pr6sentent les caracteristiques spectroscopiques ci-apres : 

Cryptate d'europiurn : UV/visible dans CH3OH 

280 nm maximum ; 292 nm epaulement ; 320 nm maximum. 

Cryptate de terbium : UV/visible dans H2O 

282 nm; 310 nm epaulement. 

EXEMPLE 2 : Cryptate de terre rare de [bpy.bpy,(p-OCH 3 P-OCH2CH2NH2 diPhbpy)] 
R = CH3 ; Y = CH2-CH2-; Z = NH 2 ; R' = H ; 



A - Cryptate de sodium de [bpy.bpy.(p-PCH3 p-OH diPhbpy)] (compose 10) 

Un melange de macrocycfe bis-bipyridine (0.48 g, 151 mmol) et de Na2C03 (1,16 g, 11 mmol) dans 480 mi 
de CH3CN anhydre est chauffe a reflux 30 min sous azote. On y ajoute une suspension de dibromomethyt-6,6' 
(p-methoxyphenyl-4, p-hydroxyphenyi-4') bipyridine^^ prepare precedemment (voir exempie 1 point D) 
(0,65 g, 1 J20 mmol) dans 340 ml de CH3CN. La solution resultante est chauffee 24 h a reflux, sous azote. Apres 25 
retour a la temperature ambiante, ie melange reactionnel est fiitre et le soh/ant evapore. Le produit brut est 
alors chromatographie sur une coionne d'alumine avec CH2CI2/CH3OH (98/2) comme eluant. 
Rendement : 46 Wo 

C.C.M. : Rf « 0,4 (alumine, CH2CI2/CH3OH, 90/10) tache violette (254 nm), verte (366 nm) 

S. M. : a) IC (NH 3 ) : 795 (M + ), 773 (MhP-Na) 30 

b) FAB* (thiogfycerol) : 875 (MBr*), 795 (IvT). 

Le cryptate de sodium obtenu a ete transforme en le cryptate de terbium en suivant le mode operatoire 
decrit a I'exemple 1H, Ce cryptate presente les caracteristiques spectroscopiques c»-apres : 
- UV/v»sible dans H2O : 

244 nm (maximum) ; 303 nm (maximum) 35 
. UV/visible dans CH3OH ; 

244 nm (maximum) ; 301 nm (maximum); 318 nm (epaulement). 

B - Cryptate de sodium de [bpy.bpy.(p-OCH3 p-OCHgCN diPhbpy)] 

A une solution de cryptate de sodium de 10 (0,21 g, 0,24 mmol) dans 1 2 ml de CH2CI2 et 12 ml de CH3OH, on 40 
ajoute une solution de NaOH dans CH3OH (1,5 equivalent dans 2 ml). Le melange est chauffe 1 h 30 sous 
azote, a reflux. Puis, apr&s retour a la temperature ambiante, le sotvant est §vapore ; I'eau formee au cours de 
la reaction est eliminee par distillation azeotropique avec du toluene. Le produit ainsi obtenu est seche toute 
une nuit a la pompe a palette. Le compose orange vif obtenu est mis en solution dans 35 mi de THF (la solution 
est trouble). Des I'ajout de bromoacetonrtrile (30 uJ, 1 ,8 equivalent) , la solution devient limpide. On faisse reagir 45 
a temperature ambiante en agitant sous azote toute la nuit. On ajoute 20 ml de H2O et environ 10 ml de CH2CI2. 
On neutralise fe milieu par une solution saturee de NaHC03- La phase organique est separee et la phase 
aqueuse extraite deux fois avec 20 ml de CH2CI2. La phase organique resultante est sechee sur Na2S04, puis 
les solvants sont evapores. Le produrt brut est chromatographie sur une cotonne d'alumine avec 
CH2CI2/CH3OH (95/5) comme eluant 50 
Rendement : 92 <Vb 
S.M. : FAB* 834 (M*). 

Le cryptate de sodium obtenu a 6te transforme en le cryptate de terbium correspondant selon le mode 
operatoire decrit a Texemple 1. Ce cryptate presente les caracteristiques spectroscopiques ci-apres : 
. UV/visible dans CH3OH : 300 nm (maximum) ; 314 nm (epaulement). 55 

C - Cryptate de terre rare de [bpy.bpy.(p-OCH3 P-OCH2CH2NH2 diPhbpy)] 

En operant selon le mode operatoire decrit au point G de Pexemple 1 f on obtient le cryptate de terre rare du 
compose ci-dessus. 60 

EXEMPLE 3 - Preparation du cryptate d'europiurn de [(bis-bpy) bpy-di(amidoethylenamine)] (Procede A) 
Compose de formule I : Z « NH2 ; Y = -CH2-CH2 ; 
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est le macrocyde bis-bipyridine (Proced6 C). 
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10 est le macrocycle bipyridine et R' est I'hydrogene. 

A - Preparation du cryptate de sodium de [(bis-bpy) bpy diester] 

Compose de formule 1 dans laquelle Ri ~ CH3. 

15 Un melange de 0,300 g (7,61 .10~ 4 mole) du macrocycle bis-bipyridine et de 1,10 g (10,4.10~ 3 mole) de 
Na2C03 est chauffe au reflux pendant 30 min. dans 450 ml de CH3CN. Une solution de 0,350 g (7.64.10 -4 mole) 
de dibromomethyl-6,6' (p-dimethoxycarbonyl-4,4') bipyridine 2& (compose 1 ; X => Br) dans 375 ml de 
CH3CN est ensuite ajdutee sous forte agitation en 60 min. Le melange reactionnel est encore agite 18 heures 
a reflux puis refroidi a temperature ambiante et fiitre. Le sotvant est elimine sous vide a I'evaporateur rotatif . Le 

20 solide obtenu est dissous dans CHCI3 et chromatographic sur colonne d'alumine (avec un peu de silice au 
sommet) par elution avec CHCI3/CH3OH (08/2). Les solvants sont elimines sous vide et 0,230 g (38 %) du 
complexe attendu sont obtenus. Celui-ci presente les caracteristiques physico-chimiques ci-apres : 
Fusion > 240° C 

1H-RMN (CD3OD) : 3,89 (S.8H, CH 2 -bpy), 3,98 (S.4H, CH2-bpy diE) ; 4,03 (S.6H, COOCH3) ; 7,42 (d, J = 7,4 
25 Hz, 4H-bpy) ; 7,92 (t-J = 7,4 Hz, 4H-bpy) ; 7,96 (d, J = 1 ,2 Hz, 2H-bpy diE) 8,10 (d, J = 7,4 Hz, 4H- bpy) ; 8,60 
(d, J = 1,2 Hz, 2H-bpy diE) (diE = diester) 

13 C-RMN(CDCl3) : 52,9, 59,5, 119,7, 120,4, 123,4, 124,1, 138,2, 139,7, 155,2, 155,7, 158,3, 160,4, 164,9 

C40H34N 8 O 4 NaBr 4H 2 0 (865,71) ; 

30 Calcule («Vb) : C 55,49 ; H 4,89 ; N 12,94 ; 

Trouve (<tt>) : C 55,44 ; H 4,33 ; N 13,10. 



35 B - Aminotyse du cryptate ci-dessus 

Le cryptate obtenu ci-dessus (0,100 g ; 1,26.1 Or 4 mole) est soumis a une aminolyse en I'ajoutant par portion 
a 4 ml d'ethylene diamine distillee sur KOH prealabiement chauffee a 90° C. Le melange reactionnel obtenu est 
encore agite pendant 1 heure puis refroidi a la temp6rature ambiante. L'ethylene diamine en exces est ensuite 
eliminee sous vide et on obtient une huile. Cette derniere est reprise dans 2 ml d'un melange de CHCI3/CH3OH 

40 (2/1) qui est a son tour elimine sous vide. La purification est repetee 5 fois et on obtient alors le complexe 
attendu avec un rendement de 89 Wo. 

C - Transformation du cryptate ci-dessus en le cryptate d'europium correspondant 
En operant selon le mode operatoire decrit au point H de I'exemple 1 , on a obtenu le cryptate d'europium de 
45 [(bis-bpy) (bpy-di(amidoethylenamine))] qui presente les caract6ristiques spectroscopiques ci-apres : 
UV/visible dans H2O 
240 nm ; 303 nm (maxima) 

EXEMPLE4 - Preparation du cryptate d'europium de [(bis-bpy) (bpy-di(amidoethlylenamine))] (Procede A) 
50 Compose de formule I : Z = NH 2 ; Y = -CH2-CH2- ; R' = H 



est le macrocycle bipyridine 

A - Preparation du cryptate d'europium de [(bis-bpy) (bpy diester)] 

Le cryptate de sodium obtenu au point A de I'exemple precedent (0,10 mmole) est dissous dans 8 ml de 
65 CHCI3 et ajoute a une solution de EuCfc, 6H2O (0,15 mmole) dans 40 ml de CH3OH. La solution est agit ' au 
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reflux, sous azote, jusqu'a la disparition du cryptat de sodium (CCM, oxyd d'aluminum, eluant ; CH2CI2. 
CH3OH (90/10)). Le temps de reaction est d I'ordre de 46 heures. Le melange reactionnel est refroidi a 
temperature ambiante et filtrg s'il pres nte un troubl . Les solvants sont eiimines a I'evaporateur rotatif et le 
residu est redissous dans 20-25 ml de CH3OH. De T'ther 'thyliqu est a] ut6 goutte-a-goutt jusqu'& la 
persistance d'un tres leger trouble. Le cryptate d'europium cristallise ainsl a temperature ambiante. On elimine 5 
les solvants a la pipette et le cryptat est seche. Rendement : environ 40 % (premiere crystallisation) . Le filtrat 
est concentre a sec et reparation est repetee. 

Le produrt obtenu presente les caracteristiques physico-chimiques ci-apres : 
1H-RMN (D 2 0 r6f - t-BuOH) : 10,51 (2H, S, CH(bpy diE)), 8.66 (2H.S, CH-bpy diE), 8,06 (4H, t, CH-bpy), 7,08 
(4H, d t CH-bpy), 6.74 (4H, d, CH-bpy), 4,66 (6H, S, OCH3), 0.9 (8H, S f CH 2 -bpy). -0.78 {4H, S, CH 2 -bpy diE) w 

C40H34N8O4 EuCIa NaCI. 9/2 H 2 0 (1088.58) 

0/0 caJcufc : C 44,13 ; H 3,98 ; N 10,29 

0/0 trouve : C 43,93 ; H 3,79 ; N 9,88 15 

C 44,06 ; H 3.70 ; N 10,03 



B - Aminoryse du cryptate d'Europium 

Le cryptate d'europium obtenu cf-dessus (40 mg) est ajoute par portion a 40 ml d'ethylene diamine 20 
prealablement distille sur KOH. La solution limpide est agitee 3 heures sous azote & temperature ambiante. 
L*ethyl£ne diamine est efiminee sous vide a I'evaporateur rotatif. Le r§sidu est repris dans quelques millilrtres 
de CH2CI2 / MeOH (2/1) et les solvants sont 6Iimines sous vide. L'operation est repetee 5 fois pour obtenir un 
compose parfaitement solide. Le cryptate obtenu est seche 24 heures sous le vide d'une pompe & palette. 
Fusion - 168-170°C 25 

Ce cryptate d'europium presente les m§mes caracteristiques que le cryptate d'europium obtenu a 
Texemple precedent. Ces deux exemples montrent done que Ton peut effectuer la complexation du cryptate 
de Tion alcalin par un ion de terre rare avant ou apr£s (a substitution. 

EXEMPLE 5 - Preparation du cryptate d'europium ou de terbium de [(22) bpy di(amidoethylertamine)3 30 
Compose de formule I = 



-N H- 

40 

est le macrocycte (22) ; Z = NH 2 ; Y = -CH2-CH2- 

A - Preparation du cryptate de sodium de [(22) bpy diester] 

~ Un melange de 0.114 g (4.37.10" 4 mole) du macrocycte (22) et de 0.460 g (4,34.10~ 3 mote) de Na2C03 est 45 
chauffe 30 min. au reflux dans 130 ml de CHaClsL Une solution de 0,200 g (4,37.1a" 4 mole) du compose 1 dans 
220 ml de CH3CN est ensuite ajoutee, sous forte agitation, en 60 min. Le melange reactionnel est encore agite 
15 heures au reflux puis refroidi a temperature ambiante et flltre. Le solvant est ^limine sous vide a 
I'evaporateur rotatif. Le solide obtenu est dissous dans du CH2CI2 et purifie par chromatographie sur colonne 
d'alumine) avec un peu de sillce a\ son sommet). Une impurete est d'abord etuee au CH2CI2. Le macrobicycle 50 
forme est ensuite elue par CH2CI2/CH3OH (98/2). Les solvants sont eiimines sous vide et 0.135 g (61 <Vb) du 
macrobicycle sont obtenus. 

B - Preparation du cryptate d'europium ou de terbium du [(22) bpy diester] 

En procedant selon le mode operatoire d&crit a I'exemple 1H, on a obtenu respectivement les cryptates 55 
d'europium et de terbium de [(22) bpy diester], lesquels presentent les caracteristiques spectroscopiques 
ci-apres : 

- cryptate d'europium : UWvisible dans CH3OH 
242 nm et 324 nm (maxima) 

- cryptate de terbium : UWvisible dans CH3OH 60 
242 nm et 325 nm (maxima) 

C - Preparation du cryptate d'europium du [(22) bpy di(amidoethyieneamine)l 

Le cryptate d'europium obtenu ci-dessus (0,100 g. 1.43.10 -4 mole) est ajoute par portion a 5ml Methylene 
diamine, distillee sur KOH, prealablement chauffee a 90° C. Le melange reactionnel est ncore agite 1 heure, 65 
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puis refroidi a temperature ambiante. U ethylene diamin en exces est etiminee sous vid . Un huile est 
obt nue. Cette derniere.est reprise dans 2 ml de CHCb qui est a son tour elimine sous vide. La purification st 
rep^tee 3fois et 93 mg (90 %) du cryptate d 'europium sont obtenus. Ce cryptate presente les caract§ristiques 
sp ctr scopiques ci-apres : 
5 UV/visible dans H2O. 
240 t 315 nm (maxima) 
D (a meme facon, on peut soumettre a aminolyse le cryptate de terbium obtenu au point B. 

EXEMPLE 6 - Preparation du cryptate de sodium de [(bpy dicarbomethoxy)] (Procede B) 
10 Formule 7R'« R" = OCH 3 ; 




20 

est fe macrocycle bis-bipyridfne 

A - Synthese du dicarbomethoxy-4,4' diazidomethyl-6,6' bipyridine 2g* 
Un melange de dicarbomethoxy-4,4' dibromomethyl-6,6' bipyridine-2 f 2' (0,60 g, 1.10.10- 3 mole) et de NaN3 
25 {1,0 g, 15,4. 10~ 3 mole) est chauffe a reflux pendant 36 heures dans 15 ml de THF. Le melange reactionnel est 
refroidi a temperature ambiante filtre sur celite et concentre a sec. Le residu est dissous dans du CHCI3 et 
chromatographic sur colonne de silice par elution avec du CHCI3. 

L'evaporation du solvant conduit a 0,40 g (95 %) du compos6 attendu qui pr6sente les caracteristiques 
physico-chimiques ci-apres : 
30 F = 168-170°C 

1H-RMN (CDCI3) :4,02(S,6H,COOCH 3 ) ; 4,63 (S, 4H, CH2-H3) ; 7,94 (d, J « 1,3 Hz, 2H) ; 8,96 (d, J « 1,3 Hz, 
2H) ; 

13 C-RMN (CDCI3) : 52,7, 55,1 ; 120,0 ; 121,5 ; 139,7 156,0, 156,8 ; 165,3 ; 
IR (KBr) : 1715 cm" 1 (ester), 2090 cm" 1 (azide) 
35 MS 383 ((MH) + ) 

C 6 Hi4N 8 04 (382,34) 

<Vto calcule : C 50,27 ; H 3,69 ; N 29,31 

40 0/0 trouve : C 50,37 ; H 3,51 ; N 27,69. 



B - Synthese du dicarbomethoxy-4,4' diaminomethyl-6,6' bipyridine 2,2* (compose 5) 
Un i m6lange du compose obtenu selon A (0,126 g, 3,30.10" 4 mole) et de 12,6 mg de 10 0/0 de Pd/C dans 38 
45 ml de CH2CI2/CH3OH (2/1) est agit6 a temperature ambiante sous atmosphere d'hydrogene pendant 12 
heures. 

Le melange reactionnel est filtre sur celite et ('evaporation des solvants conduit a 0,100 g (92 °/o) du 
compose attendu qui est utilise sans purification dans I'etape ci-apres. 

50 C - Synthese du cryptate de sodium du [bpy-dicarbornethoxy]3 (compose 7) 

Un melange de 6 (R' = OCH 3 ; X - Br) (0,280 g, 6 ( 11.1Cr 4 mole) et de Na2C0 3 (0,65 g, 6,13.10-3 mole) est 
chauffe a reflux dans 500 ml de CH3CN. Puis, 0,100 g (3,03.1 0" 4 mole) de 5 sont ajoutes et le melange 
reactionnel est encore agit6 a reflux pendant 48 heures. Le melange reactionnel est refroidi a temperature 
ambiante et filtre. Le solvant est elimine sous vide. Le residu est repris dans CHCb et chromatographic; sur 

55 colonne d'alumine (avec un peu de silice au sommet) en eluant avec CHCb/MeOH (98/2). L'evaporation des 
solvants conduit a 0,132 g (40 Pfo) du macrobicycle 7 (R" = R' = OCH3). 
F. > 250° C 

1H-RMN (CDCb) : 4.02 (S, 18H, COOCH3) ; 4,08 (S, 12H, CH 2 ) ; 7,96 (d, J - 1,2 Hz, 6H) ; 8,49 (d, J - 1,2 Hz, 
6H) ; 

60 13 C-RMN (CDCb) : 53,2 ; 59,2 ; 120,0 ; 123,8 ; 139,9 ; 155,6 ; 159,9 ; 164,8. 



65 
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C48H42N 8 Oi2, NaBr, 3H 2 0 (1079,84) 



o/o caJcule 
Qfo trouve 



C 53,39 ; 
C 53,40 ; 



H 4,48 ; 
H4.40 ; 



N 10,38 
N 9.75. 



Le cryptate obtenu ci-dessus peut etre soumis a une aminofyse avec de l'6thylene diamine selon le mode 
operatoire decrit dans I s exemples precedents. On obti nt g6neralement un melange de cryptates mono-, di- 
a hexa-substitues par le groupe CO-NH-CH2-CH2-NH2 ; Ces composes peuvent §tre separes par des moyens 
classtques. 

EXEMPLE 7 : Preparation du cryptate d'europium du [bis(bpy dicarboxybutoxy), bpy-diamidoethylene amine] 
Formule I - Y = -CH2-CH2- ; Z = NH 2 ; 



est le macrocycle bis-bipyridine ; R' « t-Bu (tertiobutylB ou B*) 

A - Preparation du cryptate de sodium du [bis(bpy dicarboxybutoxy), bpy dicarboxymethoxy] 

En operant selon le mode operatoire decrit a I'exemple 6 et en utilisant le compose 5 obtenu au point B de 
cet exemple et le compose 6 (R' = COO(t-C4Hg) ; X = Br), on a obtenu le cryptate de sodium de formule 7 
(R' = C00(t-C4Hg) ; R" ^"COOCHa) qui presente les caracteristiques physico-chimiques ci-apres : 
F. > 220°C 

1H-RMN (CDCI3) : 1.60 (S, 36H, COOBu*) ; 3,99 ; 4,02 ; 4,06 ; (3S. 18H. CHz-bpy di COO Me + CH2-bpy di 
COO Bu*. + -COOCH3) ; 7,81 (S, 4H, bpy di COO Bu*) ; 7,95 (S, 2H, bpy di COO Me) ; 8,36 (S, 4H, bpy di COO 
Bu 1 ) ; 8,45 (S, 2H, bpy di COO Me) 

13 C-RMN (CDCI3) : 28,0 ; 53,1 ; 59,1 ; 83,4 ; 119.8 ; 119,9 ; 123,4 ; 123,7 ; 139,8 ; 141,7 ; 
C 6 oH66N80i2, NaBr, 3H 2 0 (1248,18) 

0/0 calcule : C 57.73 ; H 5,81 ; N 8,98 

Wo trouve : C 57,99 ; H 5,31 ; N 9,03. 

Ce cryptate de sodium a ete ensuite transform^ en le cryptate d'europium correspondant selon le mode 
operatoire decrit precedemment. 
Celui-ci a ete ensuite soumis a amlnolyse avec de rethylenediamine. 

Selon une variante, on peut d'abord soumettre a aminolyse le compose 7 c'hdessus puis transformer le 
cryptate de sodium obtenu en le cryptate d'europium correspondant en suivant les modes operatoires decrits 
precedemment. 

APPLICATION DES COMPOSES A TfTRE DE MARQUEURS FLUORESCENTS 

Comme indique precedemment, les composes de I'invention conviennent comme agents pour le marquage 
de substances biologiques qui est realise par couplage du compose de I'invention par liaison covalente avec la 
substance biologique a doser ou a detecter. Ce couplage peut §tre realist selon les precedes classiques de 
couplage utilises dans ce domaine, tels que par exemple les procedes au SMCC/SPDP ou au carbodiimide 
(voir I'ouvrage Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology - Practise and Theory on Enzym- 
and Immunoassays P. TUSSEN, Elsevier 1 ed. 1985). 

Les cryptates selon I'invention conviennent comme marqueurs fiuorescents dans tous les types de 
procedes de determination ou de detection de substances biologiques et notamment dans les methodes de 
dosage dites par competition ou par exces, en phase homogene ou en phase heterogene, bien connus de 
I homme de Tart et decrits notamment par LANDON, Ann. Clin. Biochem. 1981 , 18, p. 253 et SOINI Clin. Chemi. 
25, 353, 1979. lis peuvent etre egaJement utilises dans te procede homogene de detection et/ou de 
determination par luminescence decrit dans la demande internationale WO 87/00927. 

Les substances biologiques a detecter ou a determiner peuvent etre par exemple les anticorps, les 
antigenes, les toxines, les enzymes, les proteines. les hormones, les r6cepteurs d'hormones, les steroides, 
Tavidine, la blotine, la streptavidine, les microorganismes, les haptenes, les acides nucteiques, les fragments 
d'ADN et d'ARN, les tipides, les glucides, etc. Des exemples de telles substances sont cites dans la 
description d la demande de brevet EP 17 908 incorpore dans la present description a titre de reference. 

L'utilisation des composes de I'invention comme marqueurs fiuorescents est illustree par les cinq essais 
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ci-apres : 

Dans les essais A, D et E ci-apres, on a utilise 1 s reactifs SPDP f et sulfo-SMCC qui sont respectivement : 
'N-succinimidyl 3-(2- pyridylthio) propionate" et "sulfosuccinimidyl 4~(N-maleimido methyl) cyclohexane- 
1-carboxylate". 

5 

ESSAI A : formation d'un conjugue anticorps-cryptate par SMCC/SPPP 

1) Activation du cryptat d'europium obtenu s Ion Texemple 3 
A 500 uJ d'une solution de ce cryptate a 1 ,5 mg/ml dans un tampon phosphate 20 rrrM pH 7, on ajoute 50 uJ 
10 de sulfo SMCC 13,1 mg/ml dans le meme tampon. 

On incube ensuite pendant 30 min. a temperature ambiante et on agite au vortex pendant 5 min. On 
centrifuge la solution pour eliminer le precipite. On purffie par passage sur une colorine echangeuse d'ions 
Pharmacia Mono Q en f ormant un gradient entre : 

Tampon A : phosphate 20 mM pH7 + 10 <Vb DMF 
15 Tampon B : phosphate 20 mM pH 7 + 10 Qfo DMF + 1 molaire NaCI 

Le cryptate est detecte par mesure de son absorption a 307 nm (e = 25000 M -1 cm" 1 a 307 nm). 

- |e cryptate active sort dans le volume mort 

- I'exces de sulfo SMCC est elue dans le gradient 

20 2) Activation de Tanticorps 

L'anticorps monoclonal Ei utilise est Tanticorps antl-prolactine contenu dans les trousses pour les dosages 
immunoradiometriques de la prolactine fabriquees par la compagnie ORIS INDUSTRIE et connues sous la 
denomination "ELSA PROLV 
A 1,2 ml d'une solution d'anticorps Ei a 14,8 mg/ml dans un tampon phosphate 50 mM, 150 mM NaCI pH 7,1, 
25 on ajoute 30 jxl d'une solution de SPDP 30 mM dans Tethanol absolu. 
On incube 30 min a temperature ambiante en agitant. 

La solution est passee sur une colonne de gel G25 pharmacia equilibree avec le meme tampon phosphate 
(e= 210 000 M -1 cnrr 1 a 280 nm). 

On recupere la fraction eluee dans le volume mort. 
30 On ajoute 60 uJ d'une solution a 400 mM de DTT (dithiothreitrol) dans le tampon phosphate. 

On incube 15 min a temperature ambiante sous agitation et on recupere la fraction sortant dans le volume 
mort apres passage sur une colonne G25 equilibree dans le tampon phosphate. 

3) Couplage entre Tanticorps active et le cryptate active 
35 A 60 pi d'anticorps active a 2,6 mg/ml dans un tampon phosphate, on ajoute 50 uJ de cryptate a 200 uinole/L 
On incube 12 heures a temperature ambiante et on centrifuge. Le sumageant est diafyse contre un tampon 
phosphate 50mM pH 7,4. 

ESSAI B : Formation d'un conjugue anticorps-cryptate par carbodiimide 

1) Succinilation de Tanticorps 
On ajoute en trois fois 83 uJ d'une solution a 50 mg/ml d'anhydride succinique dans 1/3 DMSO 2/3 borate 

100 mM pH 9 a 440 pJ d'anticorps Ei a 9,4 mg/ml dans du borate 100 mM pH 9 plongee dans la glace fondante. 
Le pH est maintenu a 9 par la soude. On laisse reagir 30 min a 0°C. 

2) Purification 

Elle est realisee par chromatographie haute pression sur colonne de gel filtration TSK 3000 SW, I'eluant 
etant un tampon phosphate 50 mM pH 7,4. Debit 1 ml/min. 
On recupere Tanticorps succinite sur 3 ml. On concentre pour obtenir 370 uJ. 

3) Couplage anticorps succinfle/cryptate 

Solution 1 : on melange 25,5 mg de carbodiimide dans 1335 uJ de tampon phosphate 50 mM pH 7,4 
Solution 2 : 50 mg/ml de sulfo N-hydroxy succinimide dans le meme tampon (14,7 mg dans 222,7 ui) 
55 Solution 3 : 0,96 mg/ml de cryptate selon Texemple 3 dans le meme tampon. 

On fait reagir 1 heure a temperature ambiante : 

- 175 uJ de solution d'anticorps succinite 

- 480 uJ solution 3 

- 72,5 uJ solution 1 
60 - 10 ui solution 2 

Apres dialyse exhaustive contre tampon phosphate 50 mM pH 7,4, le produit est concentre sur cone 
Amicon. On obtient un conjugu6 a 0,86 mg/ml. 
Le produit est congele dans le tampon avec 1 mg/ml de serum albumine humaine (HSA). 
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RESULTATS : DOSAGE DE LA PROLACTINE 
On utilise les reactifs de la trousse de dosag de prolactine ELSA-PROL. 
Dans chaque tube c ntenant (a phase solide ELSA, on ajoute : 

- 100 ]i\ de standard 

- 300 pi de conjugue Ei -oryptat obtenu selon les essais A ou B en tampon phosphate 50 mM pH 7,4 et HSA 1 5 
mg/mL 

On incube 3 heures a 37° C. 

On lave la phase solide avec 2 fois 3 ml d'HgO. 

On ajoute 400 |xJ de tampon contenant 5 mMolaire en sodium dodecy) sulfate (SDS). 

On transfere 300 ui de cette solution pour la mesure de la fluorescence sur un appareil ARCUS LKB. 10 

Les resultats obtenus sont portes sur la figure 1 annexee. Sur cette figure, on a porte en ordonnees 
i'intensrte de la fluorescence et en abscisses, la quantite de prolactine en uU/ml 

Ces resultats montrerrt que les cryptates selon I'invention conviennent comme marqueurs fluorescents 
dans un dosage rmmunologique. 

Dans I'essai C c^apres, on illustre Putilisation des cryptates selon I'invention dans le procede homogene 15 
selon la demande Internationale WO 87/00927. 

ESSAI C : Dosage de la prolactine 

I - Dosage homogene de la prolactine 20 

A - Fixation d'iode sur I'anticorps 

On marque I'anticorps monoclonal anti-prolactine G2 avec le reactlf de Wood [d£crit dans synthese Anal. 
Biochem. §9, 339-349 (1975)]. 

2,93 mg du reactif de Wood sont dissous dans 40 uJ de soude 0,5 N. 25 

On ajoute 400 pi de tampon carbonate 200 mM, pH 9,3. 

On ajoute a cette solution 200 uJ d'anticorps G2 a 10 mg/ml dans un tampon carbonate 100 mM, pH 9,3 et on 
incube pendant 17 heures a 30° C. 

On purifie sur une colonne Pharmacia PD10 avec un tampon carbonate 100 mM, pH 9,3. 

Les fractions eluees dans le volume mort sont recueillies ; Le conjugue est caracterise par un rapport de 30 
densite optique a 320 et 280 nm 



Do 320 ^ 1,4 a 1,5 35 

Do 280 



Sa concentration est estimee en admettant que 90 <¥b des anticorps sont recuperfes. Le conjugue est 40 
aliquote et conserve a-20°C. 

B - Dosage de la prolactine (courbe A) 

On utilise des standards prolactine a 0,15, 30, 60 et 150 ng/ml. Le dosage s'effectue dans des barettes de 12 
puits EFLAB. n° catalogue 96 02 107. 45 

On ajoute successlvement : 

- 100 ui de standard 

- 100 uJ d'anticorps G2 Wood a 5 \ig/m\ 

- 100 of de conjugue E1 de I'essai A a 0,375 ug/ml ; 

- on incube 15 minutes a temperature ambiante, 50 

- on effectue la lecture sur Tappareil ARCUS, 

- on trace une courbe standard en portant fa valeur A F en fonction de la valeur des standards (figure 2) avec 
AF = 

55 

Fluorescence du standard mesure - Fluorescence du standard 0 
Fluorescence du standard 0 

60 

I- Dosage de la prolactine par radioimmunometrie (courbe B) 
On utilise la trousse ELSA-PRL (Compagnie ORIS). 

- dans le tube ELSA, on ajoute : 65 
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- 300 til de traceur radioactlf, 

- 100 |J de standard, 

-apres agitation, n incube 3 heures a 37°C, 

- les tubes sont laves 2 fois a I' au, 

5 - les tubes sont comptes sur un compteur , 

- on porte la valeur BAT pour chaque standard (flgur 2) avec 
B « radioactivrte comptee sur le standard 

T = radioacfrvite- comptee pour 300 ui du traceur radioactlf. 
Les resuitats obtenus (voir figure 2) montrent que les cryptates selon ('invention conviennent comme 
10 marqueurs dans le procede homogene selon la demande Internationale WO 87/00927. D'autre; part, on petit 
noter que grace aux cryptates selon ['invention, ce procede homogene est particulierement avantageux par 
rapport au procede de dosage utilisant un element radioactif, lequel necessite ,un temps d'incubation 
beaucoup plus long, des etapes de lavage et la manipulation d'elements radioactrfs. 

15 ESSAI P - Formation d'un conjugue ADN-cryptate par SMCC/SPDP 

1/ Fonctionnalisation de I'ADN en ADN-NH2 

Un nucleotide modifie, le 5-amino(12)dUTP (produit commercialism par CALBIOCHEM) est introduit dans un 
ADN donne par nick translation selon le mode operatoire preconise par CALBIOCHEM. L'ADN amine est 
20 ensutte purifie par trols lavages successes sur un- filtre "Centricon" (commercialise par AMICON) avec du 
tampon phosphate 10mM pH 7,4. 

21 Couplage de l'ADN-NH2 avec du SPDP 
55 ui d'une solution contenant 9 ug d*ADN-NH2 (mesure par UV) dans du tampon borate 0.1 M pH 9,0 sont 
25 ajoutes a 5 ui d'une solution de SPDP 20 MM. La reaction dure 4 heures a 45° C. Le SPDP n'ayant pas reagi est 
elimine par trois lavages sur •Centricon" avec un tampon phosphate 50 mM pH 7,0. 

3/ Deprotection de I'ADN-SPDP et couplage au cryptate 
90 ul d'une solution de 6 \ig (estime par densite optique) d'ADN-SPDP dans du tampon phosphate 50 mM 

30 pH 7,0 sont tra'rtes juste avant couplage par 10 ui d'une solution 10 mM de DTT dans ier«meme tampon. La 
deprotection dure 20 minutes a temperature ambiante. Le DTT inhibiteur du couplage suivant est elimine par 
trois lavages sur "Centricon" avec le tampon phosphate precedent. La solution d'ADN-SH est concentree 
sur ,, Centricon ,, jusqu , a un volume final de 90 jiJ. 
90 uJ d'une solution d'ADN-SH sont mis en presence de 50 uJ du cryptate d'europium de I'exemple 3 active 

555 au SMCC selon le point 1 de Tessai A (14 mM) dans du tampon phosphate 20 mM pH 7,0 contenant 10 <Vbde 
DMF. Le couplage se fait a 30° C pendant 1 heure. Le conjugue ADN-cryptate est purifie par trois precipitations 
successive^ a I'ethanol. Le taux de couplage est evalue par mesure de I'absorption a 260 nm et de - la 
fluorescence a 620 nm. 4/ Une sonde ADN ainsi couplee a un cryptate peut etre utilisee pour la detection et le 
dosage d'une sequence d'acide nucleique complementaire selon une desstrategies decrites dans la revue de 

40 J. MATTHEWS et al. dans Analytical Biochemistry 169, 1-25(1988) intitulee "Analytical strategies for the use of 
DNA probes". 

ESSAI E - Formation d'un conjugue covalent streptavidine-cryptate 

45 1/ Couplage streptavidine - SPDP 

20 uJ d'une solution 20 mM de SPDP dans un tampon carbonate 0,5 M pH 9,5 sont ajoutes a f 80 ui d'une 
solution contenant 1 mg de streptavidine dans le meme tampon. 

La reaction dure une heure a temperature ambiante. Le SPDP en exces est 6limin6 par quatre lavages 
successifs sur p Centricon"avec du tampon phosphate 0,1 M, pH 7,4. 

50 

21 Deprotection de la streptvaidine-SPDP et couplage au cryptate 

A 360 ui d'une solution de streptavidine - SPDP ( « 1 mg) dans du phosphate 0,1 M pH 7,4 on rajoute 40 uJ 
de DTT 100 mM dans le meme tampon. 

La reaction dure 15 minutes a temperature ambiante sous agitation puis le melange reactionnel est lave trois 
55 fois sur "Cerrtricon" avec le tampon precedent. 

La streptavidine-SH (« 1 mg) dans 625 ui de tampon phosphate 0,1 M pH 7,4 est couplee a 43 ug du 
cryptate d'europium de I'exemple 3 active au SMCC selon le point 1 de I'essai A dans 175 uJ de tampon 
phosphate 20 mM pH 7 avec 10<Vb de DMF. Le couplage dure 2 h 30 a temp6rature ambiante. Le 
cryptate-SMCC n'ayant pas reagi est elimine par quatre lavages sur "Centricon" avec du tampon phosphate 
60 0,1 M pH 7,4. 

Le taux de couplage est estime par mesure de I'absorption a 280 nm et de la fluorescence a 620 nm. 
Le conjugue obtenu est purifie par gelffttration sur colonne TSKG3000 SWavec un tampon NaC1 1 M, TFA 
0,1 %. La detection se fait par mesure de I'absorption a 280 nm et de la fluorescence a 620 nm. 
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3/ 

un tel conjugu6 streptavidine-cryptat peut etre utilise comroe marqueur flu r scent de molecules 
biotinylees (acides nucleiques, oligonucleotides, ant i corps, antigenes, haptenes ou autr s substanc s 
biologiqu s) reconnaissant lles-memes d s biomolecules p ur lesqu lies elles ont une grande affinrte dans 
un melange selon un proced' de dosage u de detect! n classfque. 



Revendications 



1. Cryptates de terres rares, caracterises en ce qu'ils sont constitues d'au moins un set de terre rare 
complexe par un compose macropotycyclique repondant a Tune des f ormules I ou II ci-apres : 



Z-Y-NH-OC 



CO-NH-Y-Z 




10 



15 



SO 



25 



30 



R~0. 




i-Y-Z 



dans lesquels : 
-le cycle deformule 



II 
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est Tun des cycles suivants : 
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n = 0 ou 1 

roacrocycle /N 2 °4? ou C X C ^ ( 22) 
macrocycle /FUCK? ou cycle (21) 




macrocycle bis-bipyridine 



35 - Y est un groupe ou un bras d'espacement qui est constitue par un radical organique bivalent, cboisi 

parmi les groupes alkylene lineaires ou ramifies en Ci a C20 contenant eventuellement une ou plusieurs 
doubles liaisons- et/ou etant eventuellement interrompus par un ou plusieurs heteroatomes. tels que 
I'oxygene, ('azote, le soufre ou le phosphore, parmi les groupes cycloalkylene en Cs a Ce ou parmi les 
groupes arylene en Cs a Ou lesdits groupes alkylene cycloalkylene ou arylene etant eventuellement 

40 substitufcs par des groupes alkyle, aryte ou sulfonate; 

- Z est un groupe fonctionnel susceptible de se lier de facon covalente avec une substance biologique ; 

- R est un groupe methyie ou represente le groupe -Y-Z ; 

- R' est Thydrogene ou un groupe -COGR" dans feque) R" est un groupe alkyle en C1 a C10 et represente 
de preference le groupe methyie, ethyje ou tertiobutyte ou Wen R' est un groupe-CO-NH-Y-Z. 

45 2. Cryptates selon la revindication 1 repondant a la formule I, characterises en ce que Y est -CH2-CH2- 

etZest-NH2 

3. Cryptates selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterises en ce que 
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"V N " 



est le macrocycle bis-bipyridine 10 

4. Cryptates selon la revendication 1 , repondant a la formula II, caracterises en ce que Y est -CH2-, Z est 
CN et R est (e groupe methyte. 

5. Cryptates seton la revendication 1, repondant a la formula II, caracterises en ce que Y est -CH2-CH2-,. 
Z est NH et R est le groupe methyle. 

6. Procede pour Pobtentton des cryptates de formule I selon la revendication 1 , caracterise en ce qu'il 15 
consiste a soumettre le compose de formule : 




N N 



20 



25 



30 



35 



dans laquelle R1 est un groupe alkylene en C1-C10, a une aminolyse par reaction avec ('amine de formule 
NH2-Y-Z dans laquelle Y et Z sont tels que definis dans la revendication 1 , la reaction etant effectuee sous 
atmosphere d'azote a la temperature ambiante, et a transformer le compose obtenu en un cryptate de 40 
terre rare par echange d'ions. 
7. Procede selon la revendication 6, pour I'obtention des composes de formule I dans laquelle 
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est le macrocycle bis-bipyridin , caracteris' en ce que le compos' de formute 3 st obtenu par reacti n 
d'une molfecule d 



10 



15 



R n O0C jCOOR" 
5. 

dans laquelle R" est tel que defini dans la revendication 1 avec deux molecules du compose de formule 



20 



25 




30 



35 



dans laquelle R' est tel que defini dans la revendication 1 et X est un fon hafogSnure, la reaction 6tarrt 
realise dans un solvant organ ique anhydre a la temperature de reflux du sofvant. 

8. Procedfc pour I'obtention des cryptates de formule It, selon la revendication 1, caracterise en ce quMI 
consiste a faire r6agir en solution dans un solvant organique anhydre et a la temperature de reflux dudit 
solvant, le compost haiog6n6 9 
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R 2 = H ou CH 3 



60 



avec le macrocycle 
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HN NH 

pour former le complexe macropolycyclique 10 




qui est ensuite traite avec te compose halogene de formule XYZ, dans laquelle Y et Z sont tels que definis 
dans la revendicatton 1 et X est un ion halogenure. 
9. A tltre d'intermediaires de synthase, les complexes rnacropolycycliques de formule 




3 

dans laquelle Ri et 
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10 sont respectivement tels que definis dans tes revendications 1 et 6. 

10. A titre d'intermediaires de synthase, les composes de formule : 



15 



20 



25 
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40 




est tel que defini dans la revendication 1 et R2 est H ou CH3. 
45 11. Intermediaires selon I'une des revendications 9 ou 10, caracterises en ce qu'ils sont sous la forme de 

cryptants libres. 

12. Intermediaires selon I'une des revendications 9 ou 10, caracterises en ce qu'ils sont sous la forme de 
cryptates d'ion alcalin ou de cryptate de terre rare. 

13. Application des cryptates selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, a titre de marqueurs 
50 fluorescents. 

14. Application des cryptates selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, a titre de marqueurs 
fluorescents dans les procedes de detection et/ou de determination de substances biologiques et 
notamment dans les procedes homogenes par luminescence. 
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